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5-5. MIR165/6  
MIR165/6 Pre-miRNA TAIR database
http://www.arabidopsis.org/  Arabidopsis lyrata, Capsella rubella, Brassica rapa MIR165/6
Phytozome database https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/ portal.html
RNAfold http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/ RNAfold.cgi
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外珠皮 Outer integument  
内珠皮 Inner integument  
 
雌性配偶体 Embryo sac 
（珠心 Nucellus） 
 卵細胞  Egg cell  











C. 成熟したシロイヌナズナの胚珠。Bar, 10 μm. 
          














図 2-3. シロイヌナズナの胚珠の発生過程 
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図 2-4. 胚珠軸（Ovule axis）と雌蕊軸（Gynoecium axis） 
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Arabidopsis thaliana genome map 















































         ATHB8:5’-CCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTC-3’  
                     |||||||||||||||||| 
         miR165:3’-CCCCCUACUUCGGACCAGGCU-5’ 
         miR166:3’-CCCCUUACUUCGGACCAGGCU-5’ 
図 2-6. シロイヌナズナにおけるHD-ZIP III遺伝子とmiR165/6 
 









            miR166:3’-CCCCUUACUUCGGACCAGGCU-5’ 
                        ||･||||||||||||||| 
      Target mRNA:5’-***GGGATGAAGCCTGGTCCGGATTC-3’                  
                        ----------+-++*-+--       
                         
*: strong   
+: medium 
-: weak~ no effect 

















Mutated MIR165A (MIR165Amu) 
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ii, inner integument. oi, outer integument. es, embryo sac. aoi, aberrant outer 
integument. fu, funiculus. Bars, 10 μm. 
A                              B                          C 
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緑はGFP蛍光、紫はFM-4-64で染色した細胞膜。Bars, 10 μm. 



















図 3-3. pPHB-GV-UAS-GFPer and miR165/6-sensor constructs 
 
A. pPHB-GV-UAS-GFPer 
NtADH 5'-UTR：タバコ由来のエンハンサーNicotiana tabacum alcohol dehydrogenase 
geneの５’非翻訳領域 (Satoh et al. 2004)、GV：GAL4転写因子とVP16（Herpes simplex 
virus protein 16）の合成タンパク質遺伝子、UAS：upstream activator sequence、




B. miR165/6-sensor  
pSPR1pro-ds-nlsYFP-165tgt: Control miR165/6-sensor, pSPR1pro-ds-nlsYFP-165mu-tgt: 
miR165/6-sensor．SPIRAL1 pro：恒常的に発現するSPIRAL1遺伝子配列 (Nakajima et al. 
2004) 、ds：destruction box sequence (Adachi et al. 2006)、nlsYFP：核局在型YFP、
NosT：Nopaline Synthase nos terminator。miR165/6認識配列はnlsYFPの3’非翻訳領域
に挿入されている。 
 
   pSPR1-ds-nlsYFP-165tgt: 5'-ATTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCT-3’ 
pSPR1-ds-nlsYFP-165mu-tgt: 5'-ATTGGGATGAAGCCTGGACCAGATTCT-3’        
 
 
                    miR165: 3'-CCCCCUACUUCGGACCAGGCU-5’                                          
                    miR166: 3'-CCCCUUACUUCGGACCAGGCU-5’                 
5 x UAS                                                                      NtADH 5’-UTR  
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SPIRAL1 pro         ds               nlsYFP                 NosT 
TATA 
mGFP-ER                                                                GAL4-VP16 
 PHB promoter                                                                       Hpt  
TATA 

















図 3-5. MIR165/6pro:GFPerコンストラクト 












cha: chalaza, es: embryo sac, fu: funiculus, ii: inner integument, iii: inner layer of inner 
integument, ioi: inner layer of outer integument, nu: nucellus, oi:  outer integument, ooi: 
outer layer of outer integument. 
緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。Bars, 10 μm..  
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図 3-7. 胚珠発生におけるMIR165/6遺伝子の発現（模式図） 
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Stage1-I   Stage2-II           Stage2-III                 Stage 2-V                     Stage 3-I～ 




緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。Bars, 10 μm. 
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         PHB-GFP:5'-AUUGGGAUGAAGCCUGGUCCGGAUUC-3’ 
       PHBmu-GFP:5'-AUUGGGAUGAAGCCUGGACCAGAUUC-3’ 
                       |||||||||||||||||                        
           miR165:3'-CCCCCUACUUCGGACCAGGCU-5’  
           miR166:3'-CCCCUUACUUCGGACCAGGCU-5’    
         miR165mu:3'-CCCCCUACUUCGGUCCUGGCU-5’ 
         miR166mu:3'-CCCCUUACUUCGGACCUGGCU-5’ 



















5’UTR                                                                                     3’UTR 
GFP 
5’                                                                                    3’ 
5’                                                       3’ 













図 3-11. 変異型MIR166D遺伝子、変異型MIR166G遺伝子の 
PHBmu-GFP/MIR165Amu系統への導入 
 
ii; inner integument, oi; outer integument, nu; nucellus, cha; chalaza, fu; funiculus. 白の点
線は内珠皮と外珠皮の境界を示す。B, D, F, Hの下段は緑チャンネルのみ、黄色の点線は
内珠皮の内層と外層の境界を示す。 
緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。 
Bars, 10 μm. 
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Ath, Arabidopsis thaliana. Aly, Arabidopsis lyrata. Cru, Capsella rubella. Bra, Brassica rapa. 
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図 3-15. 胚珠発生におけるHD-ZIP III遺伝子の発現解析 
（共焦点レーザー顕微鏡像） 
 
ii; inner integument, oi; outer integument, nu; nucellus, cha; chalaza, es; embryo sac, fu; 
funiculus. 点線は器官の境界を示す。緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。 
Bars, 10 μm. 
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図 3-16. 胚珠発生におけるHD-ZIP II遺伝子の発現（模式図） 
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Stage1-I            Stage2-II                         Stage2-III                           Stage 2-V  
図 3-17 胚珠発生におけるHD-ZIP III遺伝子の発現解析（2） 
（共焦点レーザー顕微鏡像） 
 

























緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。Bars, 10 μm. 
Stage 2-III                         Stage 2-V 
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  HD-ZIP III-GFP:5'-AUUGGGAUGAAGCCUGGUCCGGAUUC-3’ 
HD-ZIP IIImu-GFP:5'-AUUGGGAUGAAGCCUGGACCGGAUUC-3’ 
                       |||||||||||||||||                        
           miR165:3'-CCCCCUACUUCGGACCAGGCU-5’  
           miR166:3'-CCCCUUACUUCGGACCAGGCU-5’    
5’                                                                                                                                                                             3’ 











図 3-20. PHVmu-GFP系統で見られた胚珠の形態 
 
A-D. 頻繁に見られた外珠皮が伸長していない胚珠。 
E, F. 珠皮のない胚珠。 
緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。Bars, 10 μm. 












D                             E                        F 
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Stage1-I    Stage2-II           Stage2-III                    Stage 2-V                  Stage 3-I～ 
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図 4-2. 胚珠発生において推定されるmiR165/6の活性領域 
miR165/6 activity 
Stage1-I   Stage2-II              Stage2-III                    Stage 2-V                     Stage 3-I～ 
図 4-3. 胚珠発生におけるHD-ZIP III遺伝子の発現部位 
77 
Stage1-I            Stage2-II                          Stage2-III                             Stage 2-V  










7 9  
図  4 -5. 珠 皮 形 成 に お け る 2 回 目 の 分 裂 面 予 測  
 
赤 線 が 1 回 目 の 分 裂   (S c h n eit z  et al. 1 9 9 5) 、 青 線 が 予 測 し た 2 回 目 の 分 裂 。
矢 印 は 珠 皮 が 伸 長 し て い く 方 向 を 示 す 。  
1 回 目 の 分 裂 が 並 層 分 裂 の と き  
 
→ 2 回 目 の 分 裂 は 斜 め の 分 裂  
1 回 目 の 分 裂 が 斜 分 裂 の と き  
 
→ 2 回 目 の 分 裂 は  


























































































































































表 2. シロイヌナズナ胚珠の発生過程 








































表 3. miR165/6耐性型HD-ZIP IIIの観察概要 
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表 4. シロイヌナズナの各器官におけるMIR165/6遺伝子の発現部位 



































前形成層 +  +  +  +  -  -  -  -  +  
前表皮層
 
（背軸側） +  +  +  +  -  -  -  -  -  
胚柄 +  +  +  +  -  -  -  -  +  
根 
内皮 +  + +  +  -  - -  -  -  
静止中心 -  -  -  +  -  -  -  -  -  
葉 
向軸側 -  -  -  -  -  - -  -  -  
背軸側 +  -  +  +  -  -  -  -  -  
胚珠 
胚珠原基 -  - - - - +  - - +  
内珠皮 - +* - - +* - - - -  - - 
外珠皮内層 -  +* -  -  +* -  -  +  -  -  + 
外珠皮外層 + - + - - + - - + 
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表5-1-1 




鋳型DNA プライマーセット 増幅した DNA断片長 
PHV-GFP 
Col 












































CNA-GFP SpeI, SacI pBSII_GFP-CNA_3’ 
ATHB8-GFP XbaI, SacI pBSII_GFP-ATHB8_3’ 
REV-GFP XbaI, SacI pBSII_GFP-REV_3’ 
表5-1-3 




鋳型DNA プライマーセット 増幅した DNA断片長 


















表 5-1. HD-ZIP III-GFPコンストラクト作製方法 
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表5-1-4 

























CNA-GFP KpnI, BamHI pBSII_CNA 
ATHB8-GFP KpnI, XhoI pBSII_ATHB8 
REV-GFP KpnI, BamHI pBSII_REV 
  
表5-1-5 















pBSII_PHV  KpnI, BamHI 
pBSII_PHV-GFP 
pBSII_GFP-PHV_3’ BamHI, NheI 
CNA-GFP 
pBSII_CNA KpnI, BamHI 
pBSII_CNA-GFP 
pBSII_GFP-CNA_3’ BamHI, NheI 
ATHB8-GFP 
pBSII_ATHB8 KpnI, BamHI 
pBSII_ATHB8-GFP 
pBSII_GFP-ATHB8_3’ BamHI, AvrII 
REV-GFP 
pBSII_REV KpnI, BamHI 
pBSII_REV-GFP 
pBSII_GFP-REV_3’ BamHI, NheI 
  
表5-1-6 





















CNA-GFP pBSII_CNA-GFP KpnI, SacI  pBI-Bar_CNA-GFP 
ATHB8-GFP pBSII_ATHB8-GFP KpnI, SacI pBI-Bar_ATHB8-GFP 
REV-GFP pBSII_REV-GFP KpnI, SacI pBI-Bar_REV-GFP 
表 5-1（続き）. HD-ZIP III-GFPコンストラクト作製方法 
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For generation of HD-ZIP III-GFP   
Kpn-PHV-(-)4011 ATGGTACCTTCTAGTGGTACATCTTGAGAAGGT   
Bam-PHV-stopless CTGGATCCAACAAACGACCAACTAACGAGGGTA   
Xba-PHV-ter-F TTTCTAGATGAAGGAAAAGGTTGGTTATGTTAG   
Sac-Nhe-PHV-ter-R ACGAGCTCGCTAGCCACGCAGCGGTCAAATCACC   
Kpn-CNA-(-)3731 TCGGTACCATTGATGCCCTGAGATTCTTCC   
Bam-CNA-stopless AAGGATCCCACAAAGGACCAATTGATGAACACAAAG   
Spe-CNA-ter-F TTACTAGTGATTTATTGTATTTTGTATTTTCAGAC   
Sac-Nhe-CNA-ter-R AAGAGCTCGCTAGCATCTAGCAAGTTAGTGTCAACGTC   
Kpn-HB8-(-)3628 TAGGTACCGAATGACTAGGGCTAGAAGCATA   
Xho-HB8-stopless AACTCGAGATATAAAAGACCAGTTGAGGAACATGAAGCAG   
Xba-HB8-ter-F TTTCTAGACCTTTTTTCCATGTTTTTCCTT   
Sac-Avr-HB8-ter-R GCGAGCTCCTAGGAACTCAATCTGTAATATCTT   
Kpn-REV-(-)3758 ATGGTACCAAATGTGTGGTCAGCACGTGAGAGT   
Bam-REV-stopless TCGGATCCCACAAAAGACCAGTTTACAAAGGAG   
Xba-REV-ter-F TTTCTAGATTCGATTGACAGAAAAAGAC   
Sac-Nhe-REV-ter-R GCGAGCTCGCTAGCAGGTAGTTTTATCTAACG   
For generation of MIR166mu transgenes   
Sal-MIR166D-(-)1873* GCGTCGACCCCCCTAACCTACTTATCGC 
Pst_MIR166D +977c aaCTGCAGgtctctcaagataccgagaaatggttg   
Sal-MIR166G-(-)2223* TAGTCGACGCAAGATGAAGAAGAAACAGAGAG 
Pst_MIR166G +1560c tgCTGCAGacgctctacgttattgggctcc   
miR166mu AtoT TCGGtCCAGGCTTCATTCCC   
For generation of HD-ZIP IIImu-GFP   
ZIPmu_singleTtoA agcctggAccggattc   
pUC-H ACACTTTATGCTTCCGGCTC 





Sal-PHB -3570  ACGTCGACGTTTGTAGACTCTAGTC 





Sal-REV-(-)3758 ATACTAGTAAATGTGTGGTCAGCACGTGAGAGT   
Bam_REV -1c atGGATCCtttagctcgaccctcaaaaaaagtctc   
表 5-2. コンストラクト作製に用いたプライマー一覧 
*: Miyashima et al. 2011 
For generation of MIR166D promoter deletion series 
MIR166Dpro_Sal-98 ctGTCGACtataaatattcgcctcacac 
MIR166Dpro_Sal-254 ttGTCGACtacaactccggatttcactgt 
MIR166Dpro_Sal-370 ctGTCGACaactactgttgacctcgg 
MIR166D-ProEnd* caggatcctcaaaagagaaagccccttttt 
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